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論 文 内 容 要 旨
カタラーゼ(Hydrogenperoxide:hydrogenperoxideoxidoreductase,EC1.11.1.6)は,活 性 中心 にプロ トヘ
ムを有す るヘ ム蛋 白質であ り,過 酸化水素 を水 と酸素 に分解す る反応や過酸化水 素の存在 下でアル コール
等 を酸化 す る反応 を触媒す る酵素 として古 くか ら知 られ,最 もよく研究 されて きた酵素 の一つ であ る。
カタラーゼ は全 ての好気性生物(細 胞)に 普遍的 に存在 し,特 に動物組.織では肝臓,腎 臓 お よび赤血球
・中に多 く含 まれ る。 カタラーゼは,肝 臓や腎臓 の細胞 ではペルオキシソーム内 に局在 してお り,同 オルガ
ネラのマー カー酵素 として もよく知 られてい る。 これに対 して,赤 血球で はカタラーゼ を貯蓄す るペ ルオ
キシソームが存在せ ず,そ のため産生 された カタラーゼはサ イ トソール中に留 まる。 この赤血球 中カ タラ
ーゼ活性 には大 きな種差が存在 し,最 も活性の高 い ヒ トと活 性の低 い イヌ とでは,約30倍 もの差が ある
こ とが知 られてい る。 したがって,こ れまで に報告 された哺乳動物 のカタラーゼ に関する研究 はそのほ と
んどが ヒ トあるいは ウシな どに代表 され る高 カタラーゼ動物 に由来す る もので,カ タラーゼ活性 の低 いイ
ヌについての報告 は無い。
一方
,上 述 した カタラーゼ活性 の種差 とは別 に,遺 伝 的に赤血球 カタラーゼ活性 を欠損 した症例,す な
わ ち,無 カタラーゼ血液症(以 下,無 カタラーゼ症 と略 す)の 症例が,ま ず,ヒ ト(日 本 人)で 報告 され
た。本症 は,ほ ぼ全 身の臓 器 ・組織 でカ タラーゼ活性 を欠損 してい るに もかかわ らず,口 腔 内壊 疽性炎
(高原氏病)が 認 め られる以外 には主た る異常が認め られていない。 この発 見は カタラーゼの生理的役割
に疑問 を投 げかけ る契機 に もなった。その後,ス イス人な どに も無 カタラーゼ症が発見 されるに至 り,人
類遺伝学 的な興味 の対象 に もな らた。
無 カタラーゼ症 に関す る生化学的 な研 究は,主 と して 日本人型 お よびス イス人型無 カタラ「ゼ症 あるい
は放射線照射 に より人為 的 に作 出 された無 カタラーゼ マウス(CSb)に ついて精 力的 に行 われ,残 余 カ タ
ラーゼ活性 の体 内分布 あるいは酵素学的な差異 が明 らかに されて きた。その結果,無 カ タラーゼ症 の発症
原因 には多様 性が あるこ とが明 らかに されて きた。
1982年 に三共㈱安全性研究所で継代飼育 していた ビーグル犬 コロニーの中に,全 く赤血球 カタラーゼ活
性 を示 さない無 カ タラーゼ血液症犬(以 下,無 カタラーゼ犬 と略す)が 存在す ることが見 出 された。 この
無 カタラーゼ犬 には,高 原氏病 と非常 に類似 した口腔 内壊疽が認 め.られたことか ら,日 本 人型無 カ タラー.
ゼ症 のモデル動物 としての可能性が示唆 された。 しか しなが ら,無 カタラーゼ犬での生化 学的 ・分子生物
学的解析 は今 日に至 るまで ほとん ど行 われていなか った。
この ような背景 に もとづ き,本 研 究では,ま ず最初 に,正 常 イヌ赤血球が他動物種 と比較 して低 カ タラ
ーゼ活性 を示す原 因 を解 明す るため
,正 常 イヌ赤 血球 カ タラーゼを精製 し,ヒ ト精製 カタラーゼ との比較
を行 った。従 来法 によ りイヌカ タラーゼ を精製 した場合 には容易 に失活す るこ とが見出 ざれたが,グ リセ
リンを活性安定化剤 として添加する ことに より,精 製過程 での 回収率が飛 躍的に向上 しうることを示 した。
精製酵素の特性解析 に よ り,イ ヌ カタラーゼは ヒ ト型酵素 に比べ基 質に対 する酵 素比活性 が約1/3程 度低
か ったものの,そ の他 の物理化学的性質 は非常 に類似 している ことが判 明 した。一方,先 に記 した ごと く
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イヌ血液 中カタラーゼ活性 は哺乳動物 では最 も低 く,ヒ トの約1/30で あ るこ』とが報告 されている。 このよ
うな種差 を明 らかにす る目的で,精 製 カタラーゼ を免疫抗原 として,ウ サギ に感作 し抗血清 を得,ヒ トお
よび イヌ溶血液 に対す る抗 イヌカタラーゼ抗体 を用 いたイムノブロッ ト解析 を行 った。 その結果,イ ヌ血
液 中では ヒ ト血液 に比べ,カ タラーゼ蛋 白含量 として約1/10量 しか存在 しない ことを明 らかに した。 この
ことは,イ ヌ血液 中カタラーゼ活性 が ヒ ト血液 中の活性の約1/30で あ る事 実 と良 く符合 した。次 いで,正
常 ビーグル犬 の肝臓mRNAよ りカタラーゼcDNAを クローニ ングレた。cDNA塩 基配列 よ り予想 され るア
ミノ酸 配列 は,マ ウス,ラ ッ ト,ウ シお よび ヒ トカタラーゼ と90%以 上 の相 同性 を示 し,、また,活 性 中
心 であるヘ ム と直接相互作 用するア ミノ酸残基 もすべ て保存 されていた。 カタラーゼにはプロ トヘ ムに加
えてNADPHも 結合 している ことが知 られてい るが,イ ヌカ タラーゼで はNADPHと 直接相 互作 用す るア
ミノ酸残基 の うちV302が1に 置換 されてお り,NADPHに 対 す る親和性 が低 いこ との要 因になるこ とが示唆
された。
次 に,無 カタラーゼ犬 に関する生化学 的 ・分子生物学的研 究 を行 い,正 常 イヌカ タラーゼ との比較 を行
った。す なわち,無 カタラーゼ犬 の臓器 ・組織 中カタラーゼ活性 ならび にイムノブロ ッ ト法 に より蛋 白発
現量 を調べ,赤 血球 中には カタラーゼ活性 お よびカタラーゼ蛋 白が完全 に欠損 している こと,他 の臓器 ・
組織 にはカタラーゼ活性 が認め られ,酵 素蛋 白の発現量 に依 存 している ことを明 らかに した。 そこで,臓
器 ・組織 中,特 に肝臓 にカタラーゼが残存す るこ とに着 目 し,正 常 お よび無 カ タラーゼ犬肝臓 よりカタラ
ーゼを精製 し,両 カタラーゼの諸性 質 を比較 した。 その結果,無 カタラーゼ犬肝 に残存す るカタラーゼ は
分子量,等 電点,ヘ ム含量 お よびNADPH結 合能な どの物 理化学 的特性 は正常肝 カタラーゼ と同様 であ る
こ とを示 した。 また,酵 素比活性 も正常値 を示す こ とか ら,酵 素 としては正常 な機能 を保持 してい る と考
え られた。一方,酵 素 としての安 定性 を比較 した とこち,カ タラーゼ 自身の基質 で もある過酸化水素暴露
に よる不活化 には差 異が認め られ なかった ものの,至 適pHの 範 囲が狭 くまた熱安定性 は著 し く低 下 して
し
い ることか ら,蛋 白質 と しての安定性 を欠 いた変異 カタラーゼである ことを明 らかに した。 これ らの結果
は無 カタラーゼ犬 カタラーゼの構造遺伝子 内に変異が存在す ることを強 く示唆 してい たので,続 いて無 カ
タラーゼ犬肝臓か ら変異 カタラーゼのcDNAク ローニ ングを行 い,先 にク臼一ニ ング した正常 イヌカタラ
ーゼcDNAと の比 較 を行 った
。変 異 カ タラー ゼcDNAで は,こ れ まで に報 告 の無 い新 規 な一塩 基置換
(G979A)が 存在 する ことを確認 した。 この塩基 置換 に よ りA327のTへ の ア ミノ酸変異 を生 じ,カ タラー
ゼ分子の熱安定性 を低下 させ ることを,動 物細胞発現系 を用いて証 明 した。上述 した ように無 カタラーゼ
犬 は,臨 床症状(口 腔内壊 疽)の 点で 日本人型無 カタラーゼ症 と酷似 している。 しか しなが ら,日 本人型
」
無 カ タラーゼ症 は,カ タラーゼRNAの スプ ライシング変異 よ り発症す る ことか ら,カ タラーゼ欠損 に至
る分子 機構 は全 く異 なるこ とが明 らか になった。
無 カタラーゼ犬赤血球中でのカ タラーゼ欠損機構 を解明す る目的で,網 状赤血球 での変異 カタラーゼの
発現量 ならび に蛋 白合成お よび分解 につ いて正常 イヌ と比較検討 した。無 カ タラーゼ犬網状赤血球中 には
カタラーゼmRNAが 正常 レベルで存在す るに もかかわ らず,カ タラーゼ活性 お よび蛋 白はいずれ も,コ ン
ベ ンシ ョナル な検 出法では全 く検 出 されなかった。 このことか ら,合 成 された後,変 異 カ タラーゼの蛋 白
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、
分解が促 進 している可能性 が強 く示唆 された。そ こで,網 状赤血球内での カタラーゼ合成 お よび分解過程
をよ り詳細 に検討す るため に,35S一 メチオニ ンを用 いた網状赤血球のpulseIabel-chase実 験 を行 い,免 疫沈
降法 に よりカ タラーゼ蛋 白の検 出を試 みた。放射能 ラベ ル30分 までに,正 常お よび無 カ タラーゼ犬網状
赤血球 いずれにおいて も,わ ずかではあ るがカ タラーゼ蛋 白が合成 される ことをゲル電気泳動 一オー トラ
ジオグラ フィー に よ り明 らか に した。 この時の変異 カ タラー ゼ蛋 白の合 成 は,ほ ぼ正常 レベ ルであ った
(正常 カタラーゼの約80%)。 一方,網 状赤血球 内で合 成 され た変異 カ タラーゼ は,正 常 カ タラーゼ に比
べ,半 減期 で約8倍 速 く消失 しているこ とが示 され た。 また,こ の蛋 白分解 は,プ ロテアソーム特異的 阻
害剤で あるラ クタシスチ ン添加 に より約80%阻 害 された。以上 の ことよ り,網 状赤血球 内で,変 異 カタ
ラーゼが主 としてプロテアソームの標 的 とな り,蛋 白分解 を受 けるこ とを明 らか にした。本経路 による変
異 カタラーゼ蛋 白の分解機構 には,依 然 と して不 明な点が多 いが,無 カタラーゼ症発症 に重 要な役割 を演
じている と考 え られ た。
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審 査 結 果 の 要 旨
カ タラーゼ は,過 酸化水 素 を水 と酸 素に分解す る反応や過酸化水 素の存在下 でアル コール等 を酸化す る
反応 を触媒す る酵素であ り,好 気性生物 に普遍 的に存在 し,と くに動物組織 では肝臓,腎 臓お よび赤血球
中に多 く含 まれ る。カタラーゼは,肝 臓 や腎臓 の細胞 で はペルオキシソーム内 に局在 しているのに対 して,
赤血球で はペ ルオキ シソームが存在せず,そ のため産生 された カタラーゼはサ イ トソル中に留 まる。 この
赤血球 中 カタラーゼ活性 には大 きな種差 が存 在 し,最 も活性 の高い ヒ トと活性 の低い イヌ とで は,約30
倍 もの差があ る。 これ までに報告 された哺乳動物の カタラーゼに関する研究 はそのほ とんどが ヒ トあ るい
はウシなどに代 表 される高カ タラーゼ動物 に由来す る もので,カ タラーゼ活性 の低い イヌについての報告
は無い。 また,遺 伝 的に赤血球 カ タラーゼ活性 を欠 く,無 カタラーゼ血液症が,ヒ トで報告 され,口 腔 内
壊疽性 炎が認 め らている。
1982年 に三共㈱安全性研究所で継代 飼育 していた ビーグル犬 コロニーの中に,全 く赤血球 カタラーゼ活
性 を示 さない無 カ タラーゼ血液症犬が見出 された。 この無 カタラーゼ血液症犬 には,高 原氏病 と非常 に類
似 した口腔 内壊疽 が認 め られたこ とか ら,日 本人型 無 カダラーゼ症 のモ デル動物 としての可能性 が示唆 さ
れた。そ こで本研 究では,正 常 イヌ赤血球が他動物種 と比較 して低 カタラーゼ活性 を示す原 因 を解 明する
ため,正 常 イヌ赤血球 カタラーゼを精製 し,ヒ ト精 製 カタラーゼ との比較 を行 った。 グリセ リンによる安
定化 で,回 収率が飛躍的 に向上 させ,精 製 に成功 した。精製酵素 したイヌカタラーゼ はヒ ト型酵 素に比べ
基 質に対 す る酵素比活性が約1/3程 度低 か った ものの,そ の他 の物理化学 的性 質は非常 に類似 しているこ
とが判 明 した。 またイムノブロ ッ ト解析 を行 い,イ ヌ血液 中で は ヒ ト血液 に比べ,カ タラーゼ蛋 白含量 と
して約1/10量 しか存在 しない こ とを明 らか に した。次い で,正 常 ビー グル犬 の肝臓mRNAよ りカタラー
ゼcDNAを クローニ ング した。cDNA塩 基配列 より予想 されるア ミノ酸 配列 は,マ ウス,ラ ッ ト,ウ シお
よび ヒ トカタラーゼ と90%以 上 の相同性 を示 し,ま た,活 性 中心 であるヘ ム と直接相互作用 す るア ミノ
酸残基 もすべて保 存 され ていた。
次 に,正 常お よび無 カダラーゼ犬肝臓 よりカタラーゼ を精製 し,両 カ タラーゼの諸性質 を比較 した。 そ
の結果,無 カ タラーゼ犬肝 に残存 するカ タラーゼは分子量,等 電点,ヘ ム含 量お よびNADPH結 合能 など
の物理化学 的特性 は正常肝 カタラーゼ と同様 であるが,至 適pHの 範図が狭 くまた熱安定性 は著 し く低 下
してお り,蛋 白質 と しての安定性 を欠いた変異 カタラーゼで あることを明 らかに した。これ らの結果か ら,
無 カタラーゼ犬肝臓 か らもcDNAク ローニ ングを行 い,先 にクローニ ング した正常 イヌカタラーゼcDNA
との比較 を行 った。・変異 カタラーゼcDNAで は,こ れ まで に報告 の無 い新規 な一塩基置換(G979A)が 存
在す.ることを確認 した。さらに網状赤血球内で,変 異 カタラーゼが主 と してプ ロテア ソームρ 標的 とな り,
蛋 白分解 を受 ける ことを明 らか に した。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認める。
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